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ている。我々は、食中毒毒素の作用機構解明のためCPILE-aの構造機能解析を行った （PLoS ONE 2017）。CPILE-
aの結晶はPEGを沈殿剤として得られ、初期位相は水銀を用いたMAD法で得られた。この後、構造精密化し、最終構造
を得た。今回得られた構造は、基質なし、NAD+複合体（本来の基質であるNAD+が結合したもの）、NADH複合体であ




























ンパク質複合体の構造および其の反応を明らかにしてきた(PNAS 2008, PNAS 2013)。また 2015 年、全く異なる基
質 RhoA を ADP リボシル化する C3 exoenzyme とその基質(RhoA)複合体の結晶構造解析に成功した(JBC 2015)。
RhoA 特異的 ADP リボシル化酵素 C3 は RhoA の Asn41 を特異的に ADP リボシル化する毒素であり、1989 年に見
出された。代表的な Rho ファミリー分子には RhoA、Rac1、Cdc42 があるが、C3 は RhoA のみを ADP リボシル化
する。Rho GTPase はその GTP 結合型と GDP 結合型で、構造が変化し、シグナル伝達スイッチとして働く。C3
exoenzyme とその基質 RhoA 複合体の結晶構造解析の結果、わかったことは次の点である。（１）RhoA のシグナル
伝達スイッチとして機能する可変領域（switch I と switch II）は RhoA(GDP)と RhoA(GTP)で大きく構造が異なるこ
とが知られていた。しかしながら、C3 が結合した複合体構造では C3-RhoA(GDP)および C3-RhoA(GTP)はどちらも
同じ可変領域の構造をとる(switch I は単体の RhoA(GDP)と同じ、switch II は単体の RhoA(GTP)と同じ)。すなわち、
C3 の結合により構造変化をおこす。その結果、RhoA(GDP)と RhoA(GTP)はどちらの状態でも ADP リボシル化され
る。（２）C3 および RhoA の認識機構が初めて明らかになった。特に以下の点が興味深い。Ia と C3 はどちらも似た
構造を持つ ADP リボシル化毒素であるが、その基質はアクチンの Arg177 と RhoA の Asn41 である。毒素には共通
した ADP-ribosylation turn turn loop (ARTT loop)があり、最初のターンに存在する疎水性側鎖が基質 RhoA の認
識をし、次のターンに存在する QXE のグルタミンが修飾される RhoA Asn41 の認識に関わると予測されていた。一




構造は、 Gln(QXE)が RhoA Asn41 と水素結合を形成し
て、特異的な認識をし、さらに、この近傍に NADH の NC1
が存在していることが明らかになった。この関係は ADP リ
ボシル化にとって理想的な関係であると考えられる（右図）。 
更に、RhoA シグナルに関わる ADP リボシル化の影響を検





３. Research projects and annual reports
We have been focusing our research on the structural biology of infectious disease. Especially our target
is macromolecular complex and we would like to reveal the interaction between the infectious factor protein
and human protein.
(1) Unusual outbreaks of food poisoning in Japan were reported in which Clostridium perfringens was
strongly suspected to be the cause based on epidemiological information and fingerprinting of isolates.
The isolated strains lack the typical C. perfringens enterotoxin (CPE) but secrete a new enterotoxin
consisting of two components: C. perfringens iota-like enterotoxin-a (CPILE-a), which acts as an enzymatic
ADP-ribosyltransferase, and CPILE-b, a membrane binding component. Here we present the crystal
structures of apo-CPILE-a, NAD+-CPILE-a and NADH-CPILE-a. Though CPILE-a structure has high similarity
with known iota toxin-a (Ia) with NAD+, it possesses two extra-long protruding loops from G262-S269 and
E402-K408 that are distinct from Ia. Based on the Ia-actin complex structure, we focused on actin-binding
interface regions (I-V) including two protruding loops (PT) and examined how mutations in these regions
affect the ADP-ribosylation activity of CPILE-a. Though some site-directed mutagenesis studies have
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already been conducted on the actin binding site of Ia, in the present study, mutagenesis studies were
conducted against both α- and β/γ-actin in CPILE-a and Ia. Interestingly, CPILE-a ADP-ribosylates both
α- and β/γ-actin, but its sensitivity towards β/γ-actin is 36% compared with α-actin. Our results contrast
to that only C2-I ADP-ribosylates β/γ-actin. We also showed that PT-I and two convex-concave interactions
in CPILE-a are important for actin binding. The current study is the first detailed analysis of site-directed
mutagenesis in the actin binding region of Ia and CPILE-a against both α- and β/γ-actin.
(2) We have been analyzed Ia (actin specific ADP-ribosyltransferase) with actin. Recently we also revealed
C3 exoenzyme (RhoA specific ADP- ribosyltransferase) with Rho GTPases (JBC 2015). C3 has long been
used to study the diverse regulatory functions of Rho GTPases. How C3 recognizes its substrate and ADP-
ribosylation proceeds are still poorly understood. Crystal structures of C3-RhoA complex reveal that C3
recognizes RhoA via switch I, switch II and interswitch regions. In C3-RhoA(GTP) and C3-RhoA(GDP), switch
I and II adopt the GDP and GTP conformations, respectively, which explains why C3 can ADP-ribosylate both
nucleotide forms. Based on structural information, we successfully changed Cdc42 to active substrate with
combined mutations in the C3-Rho GTPase interface. Moreover, the structure reflects the close relationship
among Gln183 in the QXE-motif (C3), a modified Asn41 residue (RhoA) and NC1 of NAD(H), which suggests
C3 is the prototype ART. The structures show directly for the first time that the ARTT-loop is the key to
target protein recognition and also serve to bridge the gaps among independent studies of Rho GTPases
and C3. Now we are trying to reveal the complex structure of ADP-ribosylated RhoA with GDI to understand
the effect of ADP-ribosylation on Rho signalling. Furthermore, we are trying to reveal the complex structure
of Rho family deamidase with Rho GTPase.
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素 Ia の結晶構造と機能の解析(JMB 2003)（２）Ia と其の標的アクチンの複合体構造解析（PNAS 2008) （３）Ia-
アクチン複合体結晶に NAD をソーキングすることで、ADP リボシル化の前後の構造解析と ADP リボシル化反応機
















れる。2015 年度の生命科学分野における成果として 11 の研究
成果が紹介され、其のうちの一つとして以下の我々の研究が紹介
された。
Structural Basis of Rho GTPase recognition by C3
Exoenzyme A. Toda, T. Tsurumura, T. Yoshida, Y.
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